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摘　 要: 为探究参与催化 ＵＤＰ￣葡萄糖生物合成的关键基因ꎬ该研究依托三代转录组数据对盐肤木(Ｒｈｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶(ＵＧＰａｓｅ)家族基因进行了克隆ꎬ并对蛋白序列、原核表达及体外酶

活、基因表达模式、启动子克隆及序列等进行了分析ꎮ 结果表明:(１)鉴定到 ４ 个 ＲｃＵＧＰａｓｅ 家族基因ꎬ并对

其编码蛋白进行生物信息学分析ꎬ与其他物种的同源基因构建系统进化树ꎬ发现 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 与 ＲｃＵＧＰａｓｅ３
分属于 ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 与 ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ 类型ꎮ ( ２)克隆到 ＲｃＵＧＰａｓｅ１、ＲｃＵＧＰａｓｅ２ 和 ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 共 ３ 个基因ꎬ利用

ｐＥＴ２８ａ 载体构建了其重组原核表达载体ꎬ并成功诱导纯化重组蛋白ꎬ体外酶活分析发现 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 具有

ＵＧＰａｓｅ 酶催化活性ꎮ (３)五倍子发育早期(２１ ｄ 和 ４７ ｄ)ꎬ体内 ＲｃＵＧＰａｓｅ 酶活性显著上升ꎬ与前人报道的

没食子单宁含量逐渐升高一致ꎮ (４)转录组数据显示在五倍子发育早期(２１ ｄ 和 ４７ ｄ)ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 的表达

显著上调ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ２ 的表达下降ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ３ 和 ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 的变化不显著ꎮ (５)克隆 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因上游

２ ３３４ ｂｐ 的启动子片段ꎬ预测到其上有多种环境和激素响应元件可能参与上游的调控网络ꎮ 综上认为ꎬ结
合体外酶活性、基因表达与五倍子中 ＲｃＵＧＰａｓｅ 酶活性和没食子单宁含量的相关性等结果ꎬ推测 ＲｃＵＧＰａｓｅ１
可能是盐肤木中催化 ＵＤＰ￣葡萄糖合成的关键酶基因ꎬ五倍子发育初期 ＲｃＵＧＰａｓｅ 酶活性的上调可能对五倍

子中没食子单宁的积累起到重要作用ꎮ
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　 　 盐 肤 木 ( Ｒｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ) 是 漆 树 科

(Ａｎａｃａｒｄｉａｃｅａｅ)盐肤木属(Ｒｈｕｓ)落叶小乔木ꎬ在
中国除东北、内蒙古和新疆等地区以外广泛分布

(俞德浚等ꎬ１９８０)ꎮ 盐肤木在中国有着悠久的药

用历史ꎬ其根、叶、花和果实都可以入药ꎬ具有清热

解毒、涩肠止泻、散瘀止血和舒筋活络等作用(吴

献等ꎬ２０１９)ꎮ 盐肤木是五倍子蚜虫的寄主之一ꎬ
其被五倍子蚜虫叮咬后可在幼嫩组织处形成虫瘿

又名五倍子ꎬ是中国传统中药ꎮ 梁正等(２０２２)研

究表明ꎬ五倍子有多种药用价值ꎬ如抗龋齿、抗菌、
抗炎、助伤愈、抗氧化和抗癌等ꎮ 因富含水解单

宁ꎬ五倍子还是全球工业单宁和没食子酸的主要

来源之一ꎮ 盐肤木是脆弱生态环境治理的先锋植

物ꎬ且具有吸附与富集土壤重金属的作用ꎬ因此也

是良好的土壤修复树种(王悟敏等ꎬ２０２２)ꎮ 在农

业上ꎬ盐肤木是优质的蜜源植物ꎬ其嫩枝、叶和花

也可做猪饲料且有一定的杀菌作用(高洁莹等ꎬ
２０１５)ꎮ 鉴于五倍子在医药、化工、动物饲料、食品

添加剂、矿冶和电子等多方面均有重要用途(张亮

亮ꎬ２０２０)ꎬ目前五倍子的原材料供应缺口较大ꎬ如
何提高五倍子产能是目前亟待解决的问题ꎮ

尿 苷 二 磷 酸 葡 萄 糖 ( ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ＵＤＰ￣葡萄糖ꎬ ＵＤＰＧ)广泛存在于植物、动
物和微生物细胞中ꎬ作为糖基供体参与多种植物

中糖基化反应ꎬ如糖苷、糖蛋白和糖脂的合成ꎬ以
及众多糖类如蔗糖、纤维素和半纤维素等的生物

合成(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｙｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ꎻ Ｚｈａｎｇꎬ
２０２４)ꎮ Ｚｈａｏ 等(２０２５)报道了在罗汉果中引入拟

南芥蔗糖合酶(ＡｔＳＵＳ１)合成 ＵＤＰ￣葡萄糖ꎬ实现罗

汉果醇到罗汉果苷 Ｖ 的直接合成ꎬ摆脱了外源添

加 ＵＤＰ￣葡萄糖ꎮ 此外ꎬＵＤＰ￣葡萄糖还参与众多次

生代谢产物如黄酮类、萜类和类固醇等的糖基化

反应(Ｙｏｎｅｋｕｒａ￣Ｓａｋａｋｉｂａｒａꎬ ２００９)ꎮ 然而ꎬ在没食

子单宁合成过程中ꎬ以没食子酸与 ＵＤＰ￣葡萄糖为

底物合成 β￣葡糖倍苷是植物没食子单宁生物合成

的关键第一步反应ꎬ并且后续的合成仍需要以 β￣
葡糖倍苷作为酰基供体以进一步催化生成单宁

(Ｇｒｕｎｄｈöｆｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 因此ꎬＵＤＰ￣葡萄糖生

９２３１８ 期 郭志强等: 盐肤木中 ＵＤＰ￣葡萄糖合成关键 ＵＧＰａｓｅ 基因的克隆与功能预测



物合成会间接影响五倍子中没食子单宁的合成与

积累ꎮ 但是ꎬ盐肤木中催化 ＵＤＰ￣葡萄糖生物合成

的关键酶基因尚未见报道ꎬ其在调控没食子单宁

合成中的作用也不明晰ꎮ
在植物的糖代谢途径中ꎬ尿苷二磷酸葡萄糖

焦 磷 酸 化 酶 ( ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅꎬ ＵＧＰａｓｅ ) 催 化 尿 苷 三 磷 酸

(ｕｒｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＵＴＰ)与葡萄糖￣１￣磷酸( Ｇｌｃ￣
１￣Ｐ)生成尿苷二磷酸葡萄糖 ( ＵＤＰＧ) 与焦磷酸

(ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄꎬＰＰｉ)ꎬ该反应是一个可逆反

应(Ｚｈａｎｇꎬ ２０２４)ꎮ 目前ꎬ已在多种植物中分离到

了 ＵＧＰａｓｅ 基因ꎬ如水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) (Ａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) (Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)、陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ) (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)、 大 麦 ( Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ) ( Ｅｉｍｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９６)、马铃薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ) ( Ｋａｔｓｕｂｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９０)、金线莲(Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ) (嵇元

烨 等ꎬ ２０２１ )、 铁 皮 石 斛 ( Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)
(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) 和党参 ( Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓ ｐｉｌｏｓｕｌａ)
(李晶等ꎬ２０１６)等ꎮ 但是ꎬ盐肤木中该编码基因还

有待进一步研究ꎮ
鉴于五倍子是我国重要的林特产品和出口创

汇商品ꎬ而其富含的没食子单宁是体现其药用价

值和工业价值的关键ꎬ深入挖掘没食子单宁合成

的关键调控基因对于解析五倍子中单宁高含量积

累机制以及单宁合成生物学研究具有重要意义ꎮ
因此ꎬ本研究利用同源克隆、序列分析、酶活性分

析、表达模式分析及启动子分析等手段ꎬ探究盐肤

木中催化没食子单宁前体物质 ＵＤＰ￣葡萄糖生物

合成的关键 ＵＧＰａｓｅ 基因ꎬ为进一步解析没食子单

宁在五倍子中的积累机制提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

本试验所用五倍子材料均来自湖北省宜昌市

五峰县ꎮ 将人工挂虫当天的盐肤木叶翅材料视为

第 ０ 天材料ꎬ依次取第 ２１ 天、４７ 天、６９ 天、１０５ 天

时的角倍蚜叮咬产生的五倍子材料ꎬ采集五倍子

后切开取出其内角倍蚜洗净ꎬ置于取样管中并做

好记录ꎬ于液氮速冻后置于－８０ ℃ 超低温冰箱保

存ꎬ用于后续实验ꎮ 五倍子不同发育时期转录组

数据由诺禾致源公司 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台完成ꎬ并设

置 ３ 次生物重复ꎮ
本试验所用的蛋白原核表达 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受

态细胞购自南京诺唯赞生物技术股份有限公司

(Ｃ５０４－０２ / ０３)ꎮ 大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态为实验

室制备保存ꎮ
１.２ 生物信息学分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )预测分析蛋白的氨基酸数目、分子量与等电

点ꎻ 利 用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖ. ２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２. ０ / )、 ＴＭｂａｓｅ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｓｃｉｅｎｃｅｏｐｅｎ.ｃｏｍ / ｄｏｃｕｍｅｎｔ? ｖｉｄ ＝ｂ０９
４ｄ２３５￣ｂ２４ｃ￣４ｄ９７￣ｂ７ａｆ￣４７ｃ６８ｄ３６ｆ３８０) 和 Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｄａｔａｂａｓｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｔｃｄｂ.ｏｒｇ / )３ 个数

据库预测分析蛋白跨膜螺旋结构数目ꎻ利用 ３ 个

在线数据库 ＣＥＬＬＯ ｖ２.５ (ｈｔｔｐ:/ / ｃｅｌｌｏ. ｌｉｆｅ.ｎｃｔｕ.ｅｄｕ.
ｔｗ / )、 Ｐｌａｎｔ ｍＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / ) 和 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ/ ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)预测分析蛋白的亚细胞

定位情况ꎬ为了提高预测结果的可信度ꎬ数据库的

参数设置为同时满足 ＣＥＬＬＯ ｖ２.５ 数据库要求可靠

评分 > ２. ０、 Ｐｌａｎｔ ｍＰＬｏｃ 数据库取前二的结果、
ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ 数据库的置信评分>７ꎻ利用 ＭＥＭＥ 在

线网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)
预测分析 ＲｃＵＧＰａｓｅ 蛋白的基序 ( ｍｏｔｉｆ )ꎻ 利用

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ.
ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )预测分析启动子

序列ꎻ 使 用 ＭＥＧＡ Ⅹ 软 件 的 邻 接 法 ( ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ) 构建了目的蛋白的系统进化树ꎬ并运用

ｅｖｏｌｖｉｅｗ 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ. ｉｎｆｏ / /
ｅｖｏｌｖｉｅｗ￣ｖ２ / )对进化树做可视化处理ꎮ
１.３ 植物 ｍＲＮＡ 的提取与反转录

使用南京诺唯赞生物技术股份有限公司的多

糖多酚试剂盒(ＦａｓｔＰｕｒｅ® Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ＫｉｔꎬＲＣ４０１￣０１)进行盐肤木叶片总 ＲＮＡ 提取ꎮ 提

取完成的 ＲＮＡ 需使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 超微量分光

光度计测定 ＲＮＡ 的纯度ꎬ即要求 Ａ２６０与 Ａ２８０的比值

在 １.９ 到 ２.１ 之间ꎬＡ２６０与 Ａ２３０的比值大于 １.５ꎬ随后

使用 １％浓度的琼脂糖凝胶电泳检测所得 ＲＮＡ 是

否降解或含有 ＤＮＡ 残余ꎮ 对满足要求的 ＲＮＡ 使

用上海碧云天生物技术股份有限公司(以下简称

上海碧云天公司) 的反转录试剂盒 ( ＢｅｙｏＲＴＴＭ ＩＩ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＫｉｔꎬＤ７１６８Ｓ)反转录成

ｃＤＮＡꎬ用于后续的基因克隆ꎮ

０３３１ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



１.４ 原核表达载体的构建及原核诱导表达

利用原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ 构建重组表达载

体ꎮ 首先ꎬ设计基因的序列 扩 展 引 物ꎬ并 带 上

ｐＥＴ２８ａ 表达载体经 ＢａｍＨＩ 酶切后的同源臂(５′端
序列 为 ＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡꎬ ３′ 端 序 列 为

ＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡ)ꎮ 其次ꎬ以盐肤木叶片

总 ＲＮＡ 反转录成的 ｃＤＮＡ 为模板扩增目的基因片

段ꎮ 再次ꎬ将 ｐＥＴ２８ａ 载体用 ＢａｍＨＩ 酶切线性化后

与回收纯化的目的基因片段进行 ｉｎ￣ｆｕｓｉｏｎ 重组ꎬ对
转化的阳性克隆进行 ＰＣＲ 验证后送测序ꎮ 然后ꎬ
将测序正确的 ｐＥＴ２８ａ 重组载体转化 ＢＬ２１(ＤＥ３)
大肠杆菌ꎬ通过筛选不同 ＩＰＴＧ 浓度 ( ０、 ０. ５、 １
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)、诱导时间( ４ ~ １０ ｈ)与诱导温度( １６
℃和 ３７ ℃)ꎬ进行原核诱导表达ꎮ 最后ꎬ利用上海

碧云天公司 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒( Ｐ２２２６)进

行蛋白诱导表达纯化ꎮ 蛋白质标记购自上海碧云

天公司(Ｐ００６１)ꎮ
１.５ ＵＧＰａｓｅ 酶活性测定

使用植物尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶活性

光谱法定量检测试剂盒(上海杰美基因医药科技

有限公司ꎬ ＧＭＳ１６０２５)对 ＵＧＰａｓｅ 蛋白进行酶活

性测定ꎮ 利用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对纯化蛋白含量进行定

量ꎬ以经考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 染色后的不同浓度梯

度 ＢＳＡ 溶液在 ５９５ ｎｍ 波长下的吸光度绘制标准

曲线ꎬ将蛋白样品同样经过考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 染

色后测量 ５９５ ｎｍ 下吸光度ꎬ根据标准曲线获得未

知蛋白浓度ꎮ ＵＧＰａｓｅ 酶活性测定利用酶标板进

行ꎬ方法参照试剂盒说明ꎮ
１.６ 染色体步移(ｇｅｎｏｍｅ￣ｗａｌｋｉｎｇ)

利用 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒 ( ＴａＲａＫａꎬ
６１０８)扩增未知的启动子片段ꎬ通过同向嵌套的

３ 个特异性引物 ＳＰ１、ＳＰ２、ＳＰ３ 与简并引物 ＡＰ 组

合 使 用 进 行 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ ( ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ
ｉｎｔｅｒｌａｃｅｄ ＰＣＲ) ꎬ对特异性产物进行富集以获得

未知启动子序列ꎮ 染色体步移参考试剂盒说明

书方法进行ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 家族基因的鉴定及编码蛋白性

质分析

根据已知的尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶

(ＵＧＰａｓｅ)基因家族的保守结构域( ＰＦ０１７０４)ꎬ从

课题组前期的盐肤木叶片组织三代转录组测序数

据中检索得到 ９ 个候选的 ｕｎｉｇｅｎｅ 基因ꎮ 进一步

去冗余ꎬ并进行基因克隆验证ꎬ最终获得 ４ 个

ＵＧＰａｓｅ 同源基因并将其分别命名为 ＲｃＵＧＰａｓｅ１、
ＲｃＵＧＰａｓｅ２、ＲｃＵＧＰａｓｅ３、ＲｃＵＧＰａｓｅ４(表 １)ꎬ其编码

蛋白的氨基酸数目分别为 ４６９、６３５、８７３ 和 ６２５ꎮ
利用 ＥｘＰＡＳｙ 数据库预测分析发现ꎬ４ 个蛋白的分

子量分别为 ５１.６２、７０.６９、９７.２３、６８.９６ ｋＤａꎬ等电

点分别为 ６. １２、８. ６６、６. ４５、５. ９９ꎮ 利用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒｖ. ２. ０、 ＴＭｂａｓｅ 和 Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｄａｔａｂａｓｅ ３ 个数据库预测分析发现ꎬ４ 个蛋白的跨

膜螺旋结构数目均为 ０ꎮ 同时ꎬ运用 ＣＥＬＬＯ ｖ２.５、
Ｐｌａｎｔ ｍＰＬｏｃ 和 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ ３ 个数据库预测了 ４
个蛋白的亚细胞定位情况ꎮ 综合 ３ 个数据库的预

测分析结果ꎬ最终得出 ４ 个蛋白分别定位于细胞

质、线粒体、叶绿体和细胞质中ꎮ
２.２ 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 基因的聚类分析

以往的研究分别报道了拟南芥(Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)、水稻(Ａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)、马铃薯(Ｋａｔｓｕｂｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９０)和金线莲(嵇元烨等ꎬ２０２１)等植物中有

活性 的 ＵＧＰａｓｅ 酶ꎬ 并 且 一 般 认 为 存 在 两 类

ＵＧＰａｓｅ 酶ꎬ即 ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 和 ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ(Ｋｌｅｃｚｋｏｗｓｋｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 为了进一步明确盐肤木中催化

ＵＤＰ￣葡萄糖合成的关键 ＵＧＰａｓｅ 酶ꎬ将 ４ 个盐肤木

ＵＧＰａｓｅ 蛋白与 １３ 个其他物种的具有催化活性的同

源蛋白构建了系统进化树ꎮ 结果 (图 １) 显示:
ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 与 属 于 ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 类 的 ＳｔＵＧＰａｓｅ１、
ＳｔＵＧＰａｓｅ２ 等亲缘关系最近ꎻＲｃＵＧＰａｓｅ３ 与 ＡｔＵＧＰａｓｅ３
亲缘 关 系 最 近ꎬ 两 者 同 属 于 ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ 类 型ꎻ
ＲｃＵＧＰａｓｅ２ 和 ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 与这两类蛋白相对而言

同源性较远ꎮ
２.３ 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 蛋白基序分析

进一步利用 ＭＥＭＥ ｖ５.５.５ 网络在线数据库对

盐肤木中 ４ 个 ＵＧＰａｓｅ 蛋白及 １３ 个其他植物的

ＵＧＰａｓｅ 蛋白序列进行蛋白基序(ｍｏｔｉｆ)分析ꎮ 设

置 ｍｏｔｉｆ 数目为 １５ 个ꎬ设定大小区间在 ５ ~ ６０ 个氨

基 酸 之 间ꎮ 从 蛋 白 ｍｏｔｉｆ 分 布 规 律 上 看ꎬ
ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 与 ＡｔＵＧＰａｓｅ１ 和 ＡｔＵＧＰａｓｅ２ 等

ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 类蛋白的较一致ꎬ蛋白基序结构相似度

高ꎬ而 ＲｃＵＧＰａｓｅ３ 与 ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ 类蛋白 ＡｔＵＧＰａｓｅ３
完全一致(图 ２)ꎮ 以上结果与蛋白序列系统进化

分析的结果(图 １)一致ꎬ据此我们认为 ＲｃＵＧＰａｓｅ１
属于 ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 类蛋白ꎬ 而 ＲｃＵＧＰａｓｅ３ 属于 ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ
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表 １　 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 家族蛋白的生物信息学分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＧＰａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｒｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

氨基酸数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

分子量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ

(ｋＤａ)

等电点
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ

跨膜螺旋个数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｈｅｌｉｃｅｓ

亚细胞定位预测
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ

ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＲｃＵＧＰａｓｅ１ ４６９ ５１.６２ ６.１２ ０ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

ＲｃＵＧＰａｓｅ２ ６３５ ７０.６９ ８.６６ ０ 线粒体
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

ＲｃＵＧＰａｓｅ３ ８７３ ９７.２３ ６.４５ ０ 叶绿体
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ＲｃＵＧＰａｓｅ４ ６２５ ６８.９６ ５.９９ ０ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

Ｒｃ. 盐肤木ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｓｔ. 马铃薯ꎻ Ｐｔ. 欧美山杨ꎻ Ａｍ. 黄芪ꎻ Ｃｍ. 香瓜ꎻ Ｏｓ. 水稻ꎻ Ｈｖ. 大麦ꎻ Ａｒ. 金线莲ꎮ 下同ꎮ
Ｒｃ. Ｒｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｓｔ. Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍꎻ Ｐｔ. Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｅｍｕｌａ × Ｐ. ｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓꎻ Ａｍ. Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓꎻ
Ｃｍ. Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏꎻ Ｏｓ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｈｖ. Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅꎻ Ａｒ. Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 盐肤木 ＲｃＵＧＰａｓｅ 蛋白家族成员进化树分析
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＵＧＰａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ
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图 ２　 ＭＥＭＥ 预测的 ＵＧＰａｓｅ 蛋白基序
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ＵＧＰａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＭＥＭＥ

类蛋白ꎬ盐肤木中可能同时存在 ＵＧＰａｓｅ￣Ａ 类和

ＵＧＰａｓｅ￣Ｂ 类 ＵＧＰａｓｅ 酶ꎮ
２.４ 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 蛋白原核表达载体的构建与

原核诱导表达

为具体验证盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 蛋白是否具有

ＵＧＰａｓｅ 酶活性ꎬ在上述生物信息学分析的基础

上ꎬ构建 ｐＥＴ２８ａ 重组表达载体进行原核诱导表

达ꎮ 以盐肤木叶片 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
获得 ＲｃＵＧＰａｓｅ１、ＲｃＵＧＰａｓｅ２ 和 ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 这 ３ 个

目的 基 因 片 段ꎬ 大 小 符 合 预 期 ( 图 ３: Ａ)ꎬ 而

ＲｃＵＧＰａｓｅ３ 未能扩展成功ꎬ之后与经 ＢａｍＨＩ 酶线

性化的 ｐＥＴ２８ａ 载体(图 ３:Ｂ)进行 ｉｎ￣ｆｕｓｉｏｎ 重组ꎬ
测序获得正确的重组载体ꎮ 将 ３ 个 ＲｃＵＧＰａｓｅ 蛋

白的 ｐＥＴ２８ａ 重组载体转化大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)
菌株ꎬ并进行原核诱导表达ꎮ 通过对 ＩＰＴＧ 浓度、
诱导温度及时间进行筛选发现ꎬ在 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１浓

度 ＩＰＴＧ、１６ ℃ 诱导 １０ ｈ 条件下成功诱导表达

ＲｃＵＧＰａｓｅ１、ＲｃＵＧＰａｓｅ２ 和 ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 这 ３ 个重组

蛋白 ( 图 ３: Ｃ － Ｅ )ꎮ 为 了 进 一 步 分 析 重 组

ＲｃＵＧＰａｓｅ 蛋白是否具有体外 ＵＧＰａｓｅ 酶活性ꎬ利
用镍柱对诱导的蛋白进行了纯化ꎬ并利用光谱法

对 ３ 个重组蛋白 ＲｃＵＧＰａｓｅ 的体外催化酶活性进

行了定量分析ꎮ 结果显示ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 重组蛋白

的比酶活为 ４.５８３ Ｕ􀅰ｍｇ￣１ꎬ其他重组蛋白未检测

到酶活性ꎮ
２.５ 盐肤木 ＵＧＰａｓｅ 家族基因的表达模式分析

为了进一步探究 ＲｃＵＧＰａｓｅ 基因表达量与没

食子单宁合成积累的关联性ꎬ对课题组前期研究

的五倍子不同发育时期(０、２１、４７、６９、１０５ ｄ)转录

组数据进行了分析ꎮ 结果显示ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 在五倍

子形成的第 ２１ 天和 ４７ 天表达量显著上调ꎬ６９ ｄ
后恢复到正常水平(图 ４:Ａ)ꎻＲｃＵＧＰａｓｅ２ 的表达随

着五倍子的发育整体呈现下降趋势 (图 ４:Ｂ)ꎻ
ＲｃＵＧＰａｓｅ３ 的 表 达 变 化 不 显 著 ( 图 ４: Ｃ )ꎻ
ＲｃＵＧＰａｓｅ４ 在五倍子发育初期表达变化不显著ꎬ６９
ｄ 后显著下调 (图 ４:Ｄ)ꎮ 五倍子发育不同时期
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Ａ. 扩增的目的基因片段ꎻ Ｂ. ｐＥＴ２８ａ 载体经 ＢａｍＨＩ 酶切ꎻ Ｃ. 诱导时间ꎻ Ｄ. 诱导温度ꎻ Ｅ. ＩＰＴＧ 浓度ꎻ Ｍ. 蛋白质标记ꎮ
Ａ. Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｂ. ｐＥＴ２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢａｍＨＩꎻ Ｃ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎻ Ｄ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻ Ｅ. ＩＰＴＧ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻ Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ.

图 ３　 ＲｃＵＧＰａｓｅ 蛋白的原核诱导表达
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｃＵＧＰａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＲｃＵＧＰａｓｅ 家族基因表达量变化的差异性表明其在

五倍子发育过程中具有不同的功能ꎮ
此外ꎬＣｈｅｎ 等( ２０１８)研究发现ꎬ在五倍子发

育早期ꎬ单宁含量急剧增加并达到平台期ꎬ而本研

究的定量结果显示 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 的表达在这一时期

显著提高ꎮ 因此ꎬ我们利用植物尿苷二磷酸葡萄

糖焦磷酸化酶活性光谱法定量检测试剂盒检测了

五倍子发育早期(０、２１、４７ ｄ)粗蛋白的 ＵＧＰａｓｅ 酶

活性变化ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ与五倍子形成第 ０ 天

相比ꎬ五倍子发育第 ２１ 天和 ４７ 天时五倍子粗蛋白

提取物的 ＲｃＵＧＰａｓｅ 酶活性显著提高ꎮ 这表明在

五倍子发育初期ꎬＵＧＰａｓｅ 酶活性会显著提高ꎬ为

下游的没食子单宁酸的生物合成提供底物ꎮ
２.６ ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 启动子序列的克隆与顺式作用元

件分析

为进一步探究 ＲｃＵＧＰａｓｅ 在盐肤木没食子单

宁的合成中是如何被上游调控网络调控ꎬ先利用

染色体步移技术克隆其启动子序列ꎮ 考虑到蛋白

序列同源进化比对显示 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 属于 ＵＧＰａｓｅ￣
Ａ 类ꎬ其表达在五倍子发育早期显著上调ꎬ与没食

子单宁的积累及体内总 ＵＧＰａｓｅ 酶活性呈正相关ꎬ
且原核表达的重组蛋白具有体外催化活性ꎬ我们

重 点 关 注 了 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 蛋 白ꎬ 克 隆 获 得 了

ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因 ＡＴＧ 上游 ２ ３３４ ｂｐ 的启动子序
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Ａ－Ｄ. ＲｃＵＧＰａｓｅ 家族基因在五倍子形成第 ０ 天、２１ 天、４７ 天、６９ 天和 １０５ 天的 ＦＫＰＭ 值变化情况ꎻ 误差线代表标准差(ｎ＝ ３)ꎻ 相

同字母表示没有显著性差异ꎬ不同字母表示不同发育时间之间具有显著性差异(沃勒－邓肯检测ꎬ Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ－Ｄ. Ｔｈｅ ＦＫＰＭ ｖａｌｕｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＲｃＵＧＰａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ ｏｎ ０ꎬ ２１ꎬ ４７ꎬ ６９ ａｎｄ １０５ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ ｅｒｒｏｒ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ (ｎ＝３)ꎻ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｉｍｅ(Ｗｏｌｌｅｒ￣Ｄｕｎｃａｎ ｔｅｓｔꎬ Ｐ<０.０５).

图 ４　 ＲｃＵＧＰａｓｅ 家族基因在五倍子不同发育时期的表达水平
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲｃＵＧＰａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｇａｌｌｎｕｔ

列ꎮ 利 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 启 动 子 预 测 网 站 对

ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 启动子的顺式作用元件进行预测分析

(表 ２)显示ꎬ该启动子片段具有多个增强转录效

率的 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 及作为转录起始位点的 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ
等真 核 生 物 核 心 启 动 子 元 件ꎮ 除 此 之 外ꎬ
ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 的启动子还含有大量响应非生物胁迫

的顺式作用元件(表 ２)ꎬ例如ꎬ光响应元件(Ｂｏｘ ４、
Ｇ￣Ｂｏｘ、ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ 等)ꎬ抗氧化响应元件(ＡＲＥ)ꎬ
干旱响应元件(ＭＢＳ)以及激素响应元件[如脱落

酸响应元件(ＡＢＲＥ)、茉莉酸 /茉莉酸甲酯响应元

件( ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、ＭＹＣ)、赤霉素响

应元件(Ｐ￣ｂｏｘ)、水杨酸响应元件( ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)、
乙烯响应元件(ＥＲＥ)等]ꎬ以及一些其他胁迫响应

元件(ＳＴＲＥ、ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)与分生组织特异性元

件(ＣＡＴ￣ｂｏｘ)ꎮ 推测该基因的表达可能受到以上

元件的调控ꎮ

３　 讨论与结论

中国传统中药材五倍子富含植物水解单宁ꎬ
使其具有重要的药用价值和工业价值ꎮ 在倍蚜虫

取食之前的盐肤木叶片中ꎬ没食子单宁含量仅占

５３３１８ 期 郭志强等: 盐肤木中 ＵＤＰ￣葡萄糖合成关键 ＵＧＰａｓｅ 基因的克隆与功能预测



∗∗∗∗表示差异极其显著(Ｐ<０.００１)ꎮ
∗∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<
０.００１).

图 ５　 五倍子发育早期 ３ 个时期
粗蛋白中 ＵＧＰａｓｅ 活性分析

Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＧＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｔｈｒｅｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｇａｌｌｎｕｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

干重的 ５％ꎬ而随着蚜虫刺激下五倍子逐渐发育ꎬ
没食子单宁含量逐渐上升ꎬ最高可达干重的 ７０％
(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 在植物没食子单宁生物合成

过程中ꎬＵＤＰ￣葡萄糖是重要的合成底物ꎬ其合成和

积累是后续没食子单宁生物合成反应进行的基

础ꎮ 因此ꎬ深入挖掘盐肤木中催化 ＵＤＰ￣葡萄糖合

成的关键酶 ＵＧＰａｓｅ 并解析其表达调控机制对于

进一步阐明五倍子中没食子单宁的高含量积累机

制具有重要意义ꎮ 基于此ꎬ本研究对盐肤木三代

转录组数据进行筛选得到 ４ 个 ＲｃＵＧＰａｓｅ 候选基

因ꎬ通过构建蛋白系统进化树、原核诱导表达纯化

及体 外 酶 活 分 析、 基 因 表 达 模 式 分 析 等 对

ＲｃＵＧＰａｓｅ 基因的功能进行解析ꎻ同时ꎬ通过克隆

ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因的启动子序列并对其顺式作用元

件进行预测分析ꎬ初步揭示了 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因的

候选上游表达调控因子ꎬ为进一步阐明五倍子中

没食子单宁的合成调控机制奠定了基础ꎮ
植物中糖基化是一种常见的修饰方式ꎬ广泛

参与植物次生代谢物的生物合成与修饰ꎬ而 ＵＤＰ￣
葡萄糖是植物糖基化中最为常见的糖基供体之一

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｇｒｕｎｄｈöｆｅｒ 等 ( ２００１) 研究

发现ꎬ在没食子单宁合成过程中ꎬＵＤＰ￣葡萄糖作为

表 ２　 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 启动子的顺式作用元件预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＲｃＵＧＰａｓｅ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｅｌｅｍｅｎｔ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

元件功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ 脱落酸响应元件
Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 抗氧化响应元件
Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ 增强转录
Ｅｎｈａｎｃｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ＣＡＴ￣ｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ 分生组织特异性元件
Ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＣＧＧ ＭＹＢＨｖ１ 结合位点
ＭＹＢＨｖ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 茉莉酸甲酯响应元件
Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＥＲＥ ＡＴＴＴＴＡＡＡ 乙烯响应元件
Ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｇ￣Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ ＡＡＧＡＴＡＡＧＡＴＴ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｇａｐ￣ｂｏｘ ＣＡＡＡＴＧＡＡ(Ａ / Ｇ)Ａ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

Ｉ￣ｂｏｘ ＧＴＡＴＡＡＧＧＣＣ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ 干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点
Ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＭＹＢ ＣＡＡＣＣＡ ＭＹＢ 结合位点
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＭＹＢ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ

ＣＣＧＴＴＧ ＭＹＢ 识别位点
ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＭＹＣ ＣＡＸＸＴＧ
(Ｘ＝Ａ / Ｔ / Ｃ / Ｇ)

茉莉酸响应元件
Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ

ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
Ｐ￣ｂｏｘ ＣＣＴＴＴＴＧ 赤霉素响应元件

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＳＴＲＥ ＡＧＧＧＧ 应激反应响应元件

Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ / ＴＡＴＴＴＡＡＡ /
ＡＴＡＴＡＴ

转录起始位点
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ ＡＴＴＣＴＣＴＡＡＣ 防卫与胁迫响应元件
Ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴ 水杨酸响应元件
Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ

ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＴＡＣ 光响应元件

Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 茉莉酸甲酯响应元件

Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ｃｈｓ￣Ｕｎｉｔ １ ｍ１ ＡＣＣＴＡＡＣＣＣＧＧ 光响应元件
Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

６３３１ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



糖基供体ꎬ与没食子酸共同参与没食子单宁合成

的关键第一步糖基转移反应ꎬ生成 β￣葡糖倍苷ꎮ
因此ꎬ催化 ＵＤＰ￣葡萄糖合成的酶会间接影响没食

子单宁的合成和积累ꎮ 本研究发现ꎬ在五倍子发

育早期ꎬ组织粗酶液中 ＵＧＰａｓｅ 的酶活性显著上

升ꎬ这与以往报道的该阶段没食子单宁的积累趋

势(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)一致ꎬ表明该酶与这一时期

单宁的快速积累高度相关ꎮ 进一步对该家族基因

的表达量进行分析发现ꎬ仅 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 的表达在

五倍子发育第 ２１ 天和 ４７ 天显著高于第 ０ 天ꎬ而其

余家族基因表达下调或变化不显著ꎬ表明该基因

可能是组织粗酶液中该酶活性上升的主要因素ꎮ
此外ꎬ体外酶活实验表明ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 蛋白具有体

外催化合成 ＵＤＰ￣葡萄糖的活性进一步印证了这

一结论ꎮ 这些研究结果表明ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 蛋白很

可能参与了盐肤木没食子酸单宁合成与积累的

过程ꎮ
本研究对 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因启动子进行了克隆

与顺式作用元件预测分析ꎬ发现了包括茉莉酸、脱
落酸等在内的植物激素响应元件ꎮ 梅丽丽(２０１８)
对兴安落叶松中 ＵＧＰａｓｅ 基因启动子进行克隆与

分析ꎬ也发现了其具有茉莉酸等植物激素响应元

件ꎮ 此外ꎬ利用 ＧＵＳ 报告基因在拟南芥中融合表

达该启动子后分析发现ꎬ其表达活性受到外源茉

莉酸甲酯、赤霉素及低温处理的诱导(梅丽丽等ꎬ
２０１８)ꎮ 茉莉酸是已知的植物应答昆虫胁迫的重

要植物激素(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 以往的研究表

明ꎬ植物在面对昆虫胁迫时会激活茉莉酸通路ꎬ并
诱导合成一些次生代谢物抵御昆虫伤害(张乐欢

等ꎬ２０２４)ꎮ 因此ꎬ鉴于五倍子是由五倍子蚜虫取

食盐肤木时刺激植物组织异常增殖所形成(梁正

等ꎬ２０２２)ꎬ推测盐肤木中 ＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基因可能也

响应植物激素茉莉酸信号ꎬ从而参与调控五倍子

中单宁酸的合成和积累ꎮ
本研究对盐肤木中 ＲｃＵＧＰａｓｅ 家族基因进行

了克隆与功能分析ꎬ综合系统进化、体外酶活性、
表达模式、启动子预测等分析结果ꎬＲｃＵＧＰａｓｅ１ 基

因可能对五倍子中没食子单宁高含量积累起到重

要作用ꎮ 但是ꎬ由于目前缺乏合适的盐肤木转基

因技术体系ꎬ本研究未能在盐肤木中进行候选基

因的功能验证ꎮ 因此ꎬ在之后的研究中ꎬ可以通过

发根农杆菌介导的毛状根转化体系或者原生质体

瞬时转化体系进行酶基因的功能验证ꎮ

致谢　 感谢五峰土家族自治县林业科学研究

所桑子阳博士和五峰赤诚生物科技股份有限公司

严高红在盐肤木取样中提供的帮助ꎮ
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